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研究成果の概要（和文）：本研究では、デング出血熱のマイクロRNA解析を目標にして開始したが、SARS-CoV-2
ウイルス感染パンデミックの影響を受け、COVID-19の病態における血管内皮障害に関与する循環マイクロRNA解
析を目的とした。とくに細胞外小胞（extracellular vesicle: EV）内マイクロRNAを解析し、早期診断・予後予
測に利用できる新たなバイオマーカー開発を目的とした。サラセミア、マラリアのマイクロRNAバイオマーカー
解析法を確立し５編の英文論文、マイクロRNA解析法に関して１編の和文論文、３編の英文論文を発表し、
COVID-19のEV、およびマイクロRNA解析の知見を特許申請した。
　

研究成果の概要（英文）：We studied circulating microRNAs and extracellular vesicles (EVs) in 
patients with COVID-19. We established the extraction methods for standardization of the miRNA 
analysis. We also developed the new technology to analyze circulating EVs by using surface plasmonic
 resonance imaging method. Our data showed the unique profiles of circulating miRNAs and EVs. We 
published 7 papers and registered one patent. 
In addition to COVID-19 studies, We studied circulating miRNAs in patients with thalassemia as well 
as in patients with malaria. We published 2 papers from our results.

研究分野：臨床検査医学、血液検査学

キーワード： COVID-19　細胞外小胞　マイクロRNA　サラセミア　マラリア　表面プラズモン共鳴イメージング　アレ
イ解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血液中を流れる細胞外小胞とそこに含まれるマイクロRNAは、体内の細胞間コミュニケーションを担う重要な生
体成分である。正常の生体機能の維持はもとより、さまざまな病気の発症、制御、予防に関与している。この血
液中の細胞外小胞とマイクロRNAを分析することで今までにない検査（バイオマーカー）を開発することを目的
とした。本研究ではその解析法を確立し、感染症の診断・重症度判定・予後予測に役立つ基礎的データを得るこ
とができた。５編の英文論文、マイクロRNA解析法に関して１編の和文論文、３編の英文論文を発表し、新型コ
ロナ感染症：COVID-19の細胞外小胞、およびマイクロRNA解析の知見を特許申請した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

 感染症や様々な病態では、血管内皮の広範なダメージから引き起こされる「出血熱」が合併し

極めて予後不良な疾患となる。2019 年度終了時にパンデミックとなった新型コロナウイルス感

染症(COVID-19)では、サイトカインストームを引き金とする急性呼吸不全症候群（ARDS）、凝固

障害などでの免疫学的機序の関与が考えられているがその正確な発症機序は不明である。本研

究では、血管内皮のダメージに関与する循環マイクロ RNA の探索を目的に、バイオマーカー開発

や新規治療法の基礎研究として本研究を開始した。2017 年度は、アジアで頻度の高い「デング

出血熱」を対象疾患とし、アジアの研究者とのネットワーク形成、マイクロ RNA およびその運搬

を担う細胞外小胞：extracellular vesicle (EV)解析法の確立、から研究をスタートした。しか

し、2019 年度の後半に COVID-19 のパンデミックが発生しアジアとの学術交流が困難となり、対

象疾患を COVID-19 に変更した。 

 

① 学術的背景 

 血管内皮の広範なダメージから引き起こされる出血性合併症が様々な病態で生じ、「出血熱」

と総称される極めて予後不良な疾患となる（文献１）。免疫学的機序が推測されるものもあるが、

その正確な発症機序は不明である。近年の研究では、血管内皮のダメージに循環 EV マイクロ RNA

が関与しているとの報告があり、バイオマーカーや新規治療法開発へマイクロ RNA を応用する

ことが期待される。 

 マイクロRNAは短鎖の機能性RNAであり、細胞内の標的遺伝子発現を制御することにより生体

機能を調節している。細胞外にも多量のマイクロRNAが分泌されており、近傍や遠隔細胞の遺伝

子調節にも関与している。なかでも細胞外小胞（extracellular vesicle: EV）に含有されたマ

イクロRNAは、血球、免疫担当細胞や癌細胞から多量分泌され、細胞が能動的メッセージとして

放出しており、ホメオスターシス維持や疾患の病態形成に関与している（文献２）。 

 出血熱を生じる病的状態では、血液中を循環するマイクロ RNA は血管内皮に取り込まれ血管

内皮の細胞機能を障害すること、ウイルス感染症におけるウイルス由来 RNA がヒト内皮細胞内

に炎症性変化を引き起こすことが報告されている(文献３)。循環 RNA が細胞からの IL-6 や TNF-

αなど炎症惹起物質の放出を誘導し血管透過性を亢進させることが知られている(文献 4)。デン

グ熱やマラリア感染症でもマイクロ RNA が病態に関与する報告がある。（文献 5）。SARS-CoV-2 ウ

イルス感染による COVID-19 においても血管内皮障害は病態形成の重要なメカニズムの一つであ

る（文献６）。 

 

２．研究の目的 

 COVID-19 の病態における血管内皮障害に関与する循環 EV、とくに EV 内マイクロ RNA に焦点

を絞り、網羅的解析・定量的解析し、早期診断・予後予測に利用できるマイクロ RNA による新た

なバイオマーカー開発を目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）循環 EV・マイクロ RNA 抽出法・解析法の確立 

 

1-1: 循環 EV抽出法 

循環細胞外小胞(extracellular vesicle: EV)は細胞から放出されるナノサイズのパーティ

クルであり、細胞学的に微小胞(microvesicle: MV)、エクソソーム(exosome)、アポトーシ



ス小体(apoptotic body: AB)に分類される。本研究では、表面分子である CD63, CD9, CD81

陽性のエクソソーム分画を主体に研究を進めた。正常対照者(20 例）、非出血熱疾患(150 例）

の血清を用いて循環 EV を抽出した。抽出法の比較は、超遠心法、ポリエチレングリコール

法、市販の抽出キット（ExoQuick Exosome Precipitation kit, Funakoshi、Exosome 

Isolation Kit, Takara など）、で実施した。EV内マイクロ RNA の抽出は、前述した超遠心

法、ポリエチレングリコール法、市販の抽出キット（ExoQuick Exosome Precipitation kit, 

Funakoshi、Exosome Isolation Kit, Takara など）により EV浮遊液を作製し、スピンカラ

ム法によりマイクロ RNA を抽出した。 

 

1-2: 表面プラズモン共鳴イメージング(SPRi)による循環 EV解析法 

EV 解析は、電顕による形態学的解析、フローサイトメトリー法、ウェスタンブロット法、

ナノパーティクルカウンターによる測定（外部委託）で行った。特に本研究の独創的なアプ

ローチとして表面プラズモン共鳴イメージング(SPRi)法による解析法を確立した。 

 

２）COVID-19 症例の循環 EV解析 

2020-2022 年度に経験した COVID-19 症例の循環 EVを SPRi 法を用いて解析した。 

 

３）COVID-19 病態に特異的な血清および EV 内マイクロ RNA プロファイルの同定 

SARS-CoV-2 ウイルス感染陽性が証明された COVID-19 症例(n=5)の血清をプールし循環マイ

クロ RNA のアレイ解析を実施した。コントロールとして非感染症例(n=15)、および健常者

(n=5)をアレイ解析した。解析は 3D-Gene (東レ株式会社)を用いた。同じ血清サンプルから

EVを純化しマイクロRNAを抽出後、3D-Gene (東レ株式会社)によるアレイ解析を実施した。 

 

 

４．研究成果 

 

１）循環 EV・マイクロ RNA 抽出法・解析法の確立 

 血漿および血清からのマイクロRNA抽出において、pre-analyticalな要因の標準化を試みた。

血漿由来のEV・マイクロRNA抽出では、高速遠心（10,000 rpm, 5 sec）または 0.45μmポアサ

イズのフィルタ濾過が適切であること（白濱 他、2017）、マイクロRNAレベルは血漿値か血清

値より高いこと、内部コントロール（cel-miR-39）の使用により測定値は安定すること

（Shiotsu et al., 2018）の知見が得られ論文発表した。酵素反応による発光を利用したマイ

クロRNAの迅速解析法開発を目指して基礎検討をおこなった（Isobe et al., 2020）。 

 循環EV抽出法として超遠心法、レジン沈澱法を比較した。電顕による解析、ウェスタンブロ

ット法、表面プラズモン共鳴イメージング(SPRi)法、のいずれでもレジン沈澱法ではEV以外の

狭雑物の存在が示唆された。レジン沈澱法で得られたEVをポリエチレングリコール洗浄すると

狭雑物を効率良く除去できることを示した。成果は、特許申請した（出願番号：2022-

50336）。   

  SPRi法を用いた循環EVの抗体アレイ解析法を確立した。本法はプリズム上に固相化した最大

48種類の抗体やレクチンで、純化したEV浮遊液を通過させ、その表面分子と抗体の相互作用

（結合）を表面プラズモンの原理を用いて定量的に解析するものである。本法は特許申請すみ

である（出願番号：2022-50336）。 



 

２）COVID-19 症例の循環 EV解析 

 COVID-19症例の血清中EVをSPRi法にて解析した。健常者を含むSARS-CoV-2非感染者に比し

て、一部のEV表面抗原・レクチン反応性分子が有意に増加しており、バイオマーカーとして有

効である知見を得た。成果は特許申請すみである（出願番号：2022-50336）。 

 

３）サラセミア疾患の循環マイクロRNA解析 

サラセミア患者はマラリア抵抗性を持ち重症化しにくい。我々はタイ国研究者との共同研究

でサラセミア症例の循環マイクロRNAを解析し、診断および予後マ―カーとしての可能性を検討

した。血清miR-451は重症度に応じて有意に上昇する知見を得て論文報告した（Leecharoenkiat 

et al.,2017）。 

 

４）マラリア疾患の循環マイクロRNA解析 

マラリアは、人体内では赤血球系細胞にのみ寄生し、赤血球を破壊し重症の貧血を引き起こ

す。三日熱および熱帯熱マラリア症例で循環miR-451を解析したところ、三日熱マラリアでは重

症度に応じて有意に上昇していた。より重症型の熱帯熱マラリアでは有意の上昇は認めなかっ

た。成果を論文発表した（Chamnanchanunt et al.,2017 & 2020, Rangel et al.,2019） 

 

５）COVID-19症例の血清・EV内マイクロRNA解析 

 SARS-CoV-2 ウイルス感染によるパンデミックの影響でアジアにおける出血熱解析の機会が得

られず、COVID-19データに対象疾患を変更した。新たに多機関共同研究（５機関）を立ち上げ

た。現在までに症例を約200例経験し、そのマイクロRNA解析、EV解析でデータを得ている。国

内のCOVID-19症例の循環マイクロRNAについて3D-Gene（東レ株式会社）によるアレイ解析を実

施した。現在特許出願準備中である。 

 

 

 SARS-Cov-2感染症の影響を受ける状況で、当初想定したアジアの熱性疾患解析は実施できて

いないが、現在の世界の健康に関する最大の課題の1つ、COVID-19についての新知見を得てい

る。 
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